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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper mit zwei oder mehr Spezifitaten, die zwei unterschiedliche auf 
einer Tumorzelle lokalisierte Antigene erkennen, sowie Arzneimittei und diagnostische Zusammensetzungen 
enthaltend diese Antikorper. Die beschriebenen Antikorper und Arzneimittei eignen sich insbesondere zur 
spezifischen Eliminierung von Tumorzellen in vivo oder in vitro. 

Seitdem es moglich ist, monoclonale Antikorper in groBen Mengen herzustellen (K.6hler und Milstein, Mature 
256 (1975), 495), sind viele Versuche zum therapeutischen Einsatz dieser Antikorper zur Tumorbehandlung 
durchgefuhrt worden. Neberi den anfangiichen Erfolgen im Tiermodell wurden schon friih die Grenzen des 
Einsatz es monoclonaler Antikorper als therapeutischer Substanz deutlich. Vor allem die Therapiestudien, in 
denen Patienten mit weit fortgeschrittener Erkxankung behandelt wurden, verliefen enttauschend. Zusammen- 
fassend sind die Hauptprobleme dieses Therapieansatzes bei der Behandlung maligner Erkrankungen folgende: 

1. Es muB ein mogiichst tumorspezifisches Antigen exprimiert werden. Dies ist bei den meisten malignen 
Erkrankungen nicht der FalL 

2. GroBe Tumorknoten oder groBe Metastasen konnen mit diesem Ansatz kaum behandelt werden, da die 
Antikorpermolekule nicht in ausreichender Menge in diese Tumorknoten eindringen konnen und somit 
keine Effektorfunktionen an den Tumorzellen mobilisieren. Beim Vorhandensein groBer Tumormassen im 
Patienten besteht auBerdem die Moglichkeit, daB eine bestimmte Subpopulation von Tumorzellen das vom 
Ajuikorper erkannte Antigen nicht exprimiert und damit unerkannt bleibt. 

Ein sicherer Erfolg beim klinischen Einsatz monoclonaler Antikorper konnte bisher nur dann erzielt werden, 
wenn Mikrometastasen als Ziel der eingesetzten Antikorper gewahlt wurden und ein groBer Primartumor 
chirurgisch entfernt wurde (Riethmiiller et aU Lancet 343 (1994), 1177). Ahnlich wie beim Einsatz cytotoxischer 
oder cytostatischer Chemotherapeutika zeichnet sich fur die Verwendung monoclonaler Antikorper ab, daB 
verschiedene Therapiemodalitaten miteinander kombiniert werden mussen, urn deutliche Erfolge erzieien zu 
konnen. 

Ein weiterer Nachteil liegt bei den monoclonalen Antikorpern selbst: Antikorper — ublicherweise aus der 
Maus gewonnenfuhren zur Bildung von Anti-Antikorpern, die die Zirkulationszeit und damit die Wirksamkeit 
des therapeutischen Antikorpers im Menschen stark reduzieren. Diesem Phanomen versucht man durch Huma- 
nisierung der Maus-Antikorper entgegenzuwirken. 

Ein wesentlich einfacherer Losungsweg ware die Selektivitat, sowie die Effektorfunktionen der Antikorper so 
zu verbessern, daB z. B. Mikrometastasen durch eine einmalige oder wenige Gaben (innerhalb einer Woche) von 
Antikorpern vollstandig eliminiert werden konnten. 

Urn die Effektivitat der Antikorper zu erhdhen, wurden und werden weiterhin Versuche unternommen, nicht 
nur die Tumorzelle mit einem Antikorper zu besetzen, sondern gleichzeitig eine spezifische Immunantwort des 
Patienten gegen den Tumor zu induzieren. Dazu wurden bispeziftsche Antikorper entwickelt, die mit dem einen 
Bindungsarm auf der Tumorzelle, mit dem anderen auf Effektorzellen des Irnmunsystems binden und diese 
gegen den Tumor redirigieren (Staerz et aU Proa NatL Acad. Sci. USA 83 (1986), 1453). Dieses Wirkungsprinzip 
gilt aber nur furTumore, die ein tumorspezifisches Antigen besitzen. Da der Mehrzahl der bekannten Tumorar- 
ten ein derartiges tumorspezifisches Antigen fehlt, ist dieses Prinzip zur Tumoreliminierung bei den meisten 
Tumoren nicht anwendbar. Der Einsatz der bisher verfugbaren Antikorper zur Tumorimmuntherapie ermog- 
licht daher nur in begrenztem MaBe eine spezifische Eliminierung der Tumorzellen und ermoglicht insbesondere 
nicht die spezifische Erkennung und Eliminerung von Tumorzellen, die kein tumorspezifisches Antigen expri- 
mieren. . . 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugmnde, Antikorper und diese enthaitende Arzneimittei 
zur Verfugung zu stellea, die eine selektive Erkennung und Eliminierung von Zellen in vivo ermoglichen, 
insbesondere von Tumorzellen, die kein tumorspezifisches Antigen exprimieren. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Patentanspruchen bezeichneten Ausftihrungsformen 

gelost. - « l. - 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung Antikorper mit mindestens zwei Spezifitaten, wobei von zwei 
Antigenbindungssteilen mit unterschiedlicher Spezifitat zwei unterschiedliche auf einer Tumorzelle lokalisierte 
Antigene erkannt werden. Der Begriff Spezifitat bedeutet dabei die Fahigkeit eines Antikorpers, ein bestimmtes 
Antigen zu erkennen. Das Antigen kann dabei von einer oder mehreren Antigenbindungsstelle(n) des Antikor- 
pers erkannt werden, die wiederum gleiche oder unterschiedliche Epitope des Antigens erkennen konnen. Der 
Begriff "auf einer Tumorzelle lokalisiertes Ajitigen* umfaBt dabei Antigene, die von einer Tumorzelle exprimiert 
werden und derart lokalisiert sind, daB sie von Antikorpern gebunden werden konnen. 

Es konnte nun Uberraschend gezeigt werden, daB sogenannte bispeziftsche Antikorper, die zwei verschiedene 
auf einer Zelle lokalisierte Antigene erkennen, (Parham, Human Immunol 12 (1985), 213; Wong et aU J. Immunol. 
139 (1987), 1369) in vivo dazu verwendet werden konnen, um spezifisch Zellen zu eliminieren. Dieses Prinzip 
eignet sich insbesondere, um spezifisch Tumorzellen zu eliminieren, die kein spezifisches Tumorantigen expri- 
mieren. Hierzu werden Antikorper mit zwei oder mehr Spezifitaten eingesetzt, die eine Kombination von 
Antigenen erkennen, die ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich auf Tumorzellen vorkommt. 

Im Gegensatz zu den Arbeiten von Parham (s.o.) und Wong (s.o.), die die Wirkungsweise bispezifischer 
Antikorper in vitro untersuchten, konnte erstmais gezeigt werden, daB die selektive Bindung und damit verbun- 
dene Elimination von bestimmten Zielzellen durch Antikorper mit zwei oder mehr Spezifitaten in vivo trotz 
einer Vielzahl von interferierenden Einflussen unerwartet hochspezifisch isL In vivo konnen unterschiedliche 
Kompartimente und/oder die Vielzahl von Bindungsmoglichkeiten die Abschwachung der hohen Spezifitat 
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bispezifischer Antikorper durch Kxeuzreaktionen zur Folge haben. 

Es war mogiich zu zeigen, daG Antikorper mit zwei Spezifitaten, die zwei unterschiedliche auf einer Zielzelle 
lokalisierte Antigene erkennen (siehe Fig. 1), in vivo bei einer bestimmten JConzentration nicht (oder nicht in 
relevanter Anzahi) an Zellen binden, die nur eines dieser Antigene exprimiererL Unterhalb dieser kritischen 
(Conzentration werden aufgrund der hoheren Aviditat nur Zellen gebunden und gegebenenfails zerstort, die 5 
beide Antigene exprimieren. Die Tumorselektivitat kann durch Verwendung derartiger bispezifischer Antikor- 
per urn den Faktor 10—1000 erhoht werden, je nach Affinitat der Antigenbindungsstellen des Antikorpers zu 
den gewahlten Antigenen. 

Die erfindungsgemaBen Antikorper weisen irn Vergleich zu konventionellen Antikorper den Vorteil auf, daQ 
aufgrund einer hoheren Antikorper-Dichte auf den Tumorzellen korpereigene Effektormechanismen zur Tu- 10 
morzerstorung, wie z, B. das Komplementsystem oder die antikorpervermittelte Zytotoxizitat mittels Fc-Rezep- 
tor tragender Zeilen ( ADCC) wesentlich effizienter angreifen oder uberhaupt erst den Schweilenwert, der fur die 
Zerstorung derTumorzelle notwendig ist, uberschreiten. 

Ferner weisen die erfindungsgemaBen Antikorper den Vorteil auf, daQ die Wahrscheinlichkeit, daB Tumorzel- 
len aufgrund der Entstehung von "Escape- Mutanten" nicht mehr erkannt werden, stark herabgesetzt ist, da zwei is 
verschiedene Antigene auf dem Tumor, innerhalb kurzer Zeit, gleichzeitig herunterreguliert werden muBten. 

Bei den auf der Tumorzeile lokalisierten Antigenen, die von den erfindungsgemaBen Antikorpern erkannt 
werden, kann es sich prinzipiell urn beiiebige von derTumorzelle exprimierte Antigene handeln. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei den auf derTumorzelle lokalisierten Antigenen, die 
von den erfindungsgemaBen Antikorpern erkannt werden, urn tumorassoziierte Antigene. 20 

Der Begriff tumorassoziiertes Antigen bedeutet dabei, daB diese Antigene vorzugsweise von Zellen des zu 
eliminierenden Tumors exprimiert werden und/oder sich auf derartigen Tumorzellen in hoherer Dichte befinden 
ais auf nicht-malignen Zellen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform erkennt der erfindungsgemaBe Antikorper mit mindestens 
einer Antigenbindungsstelle eine tumorassoziiertes Antigen und mit mindestens einer weiteren Antigenbin- 25 
dungsstelle ein nicht-tumorspezifisches Antigen, das auch von nicht-malignen Zellen exprimiert wird. Bei diesem 
Antigen handelt es sich vorzugsweise um ein Antigen, das spezifisch ist fur den Zelltyp oder den Gewebetyp des 
zu eliminierenden Tumors. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform erkennt der Antikorper mit zwei oder mehr Spezifitaten 
zwei normale, nicht-tumorspezifische Antigene, die auch von nicht-malignen Zellen exprimiert werden, die in 30 
dieser {Combination jedoch ausschlieBIich oder fast ausschlieBlich auf der zu eliminierenden Tumorzeile vor- 
kommen. 

Bei den Antigenen, die auf der zu eliminierenden Tumorzeile lokalisiert sind, handelt es sich vorzugsweise um 
die folgenden Antigene: 

CDI, CD2, CD4, CD6, CD7, CD8, CD1 1, CD13, CD14, CD23, CD24, einen Ig-Idiotyp, CD33, CD40, CD41, c-erb-2, 35 
CALLA (CD10), MHCII, CD44v3, CD44v6, p97, Gangiiosid-Go-2, GD3, C215, das von dem monoclonalen 
Antikorper 17-1 A erkannte Antigen, das von dem monoclonalen Antikorper 9.2.27 erkannte Antigen, das von 
dem monoclonalen Antikorper NE150 erkannte Antigen, das von dem monoclonalen Antikorper L6 erkannte 
Antigen, das von dem monoclonalen Antikorper CA125 erkannte Antigen (Mucin), CD19, CD20, CD21, CD22, 
B220 oder CDS. In den Beispielen wird erlautert welche Kombinationen dieser Antigene sich fur die spezifische 40 
Erkennung und Eliminiening bestimmter Tumorarten eignen. Neben den zwei Spezifitaten, die zwei verschiede- 
ne auf einer Tumorzeile lokalisierte Antigene erkennen, konnen die erfindungsgemaBen Antikdrper weitere 
Spezifitaten zur Erkennung weiterer Antigene haben. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform besitzen die erfindungsgemaBen Antikorper beispielsweise 
eine weitere Spezifitat, die ein Antigen erkennt, daB spezifisch auf einer Effektorzelle lokalisiert ist Somit 45 
betrifft die vorliegende Erfindung auch trispezifische Antikorper, die zwei auf einer Tumorzeile lokalisierte 
Antigene als auch ein auf einer Effektorzelle lokalisiertes Antigen erkennen. 

Unter dem Begriff Effektorzelle werden dabei Zellen verstanden, die aus der Hamatopoese hervorgehen und 
cytolytische, Apoptose-vermittelnde oder Phagozytose-Eigenschaften besitzen. Insbesondere umfaBt dieser 
Begriff T- Zellen, Granulocytes Monocyten, Makrophagen, NK ("natural kilIer>Zellen, Mastzellen und Langer- 50 
hans-Zellen. Bei dem auf der Effektorzelle lokalisierten Antigen handelt es sich vorzugsweise um ein Antigen, 
das nicht auf der zu eliminierenden Tumorzeile exprimiert wird. Insbesondere handelt es sich dabei bevorzugt 
um die Antigene CD3, CD 16, CD28, CD32 oder CD64. 

Bei den erfindungsgemaBen Antikorper handelt es sich vorzugsweise um monoclonale, chimare, rekombinan- 
te, synthetische, halbsynthetische oder chemisch modifizierte Antikorper, sowie um Fragmente derartiger Anti- 55 
korper, insbesondere Fv, Fab, scFv oder F(ab)2- Fragmente. 

Sind die erfindungsgemaBen Antikorper fur eine in-vivo-Therapie vorgesehen, werden bevorzugt Antikorper 
oder Derivate oder Fragmente vom Menschen verwendet, oder solche, die derart verandert sind, daB sie sich fur 
die Anwendung beim Menschen eignen (sogenannte humanized antibodies") (siehe z. B. Shalaby et al„ J. Exp. 
Med. 175 (1992,217; Mocikatet ah, Transplantation 57 (1994), 405). so 

Die Herstellung der verschiedenen oben genannten Antikorpertypen und -fragmente ist dem Fachmann 
gelaufig. 

Die Herstellung monoclonaler Antikorper, die ihren Ursprung vorzugsweise in Saugetieren, z. B. Mensch, 
Ratte, Maus, Kaninchen oder Ziege haben, kann mittels herkommlicher Methoden erfolgen, wie sie z. B. in 
tCohler und Milstein (Nature 256 (1975), 495), in Harlow und Lane (Antibodies, A Laboratory Manual (1988), 65 
Cold Spring Harbor) oder in Galfre (Meth. EnzymoL 73 (1981), 3) beschrieben sind. 

Ferner ist es mogiich, die beschriebenen Antikorper mittels rekombinanter DNA-Technologie nach dem 
Fachmann gelaufigen Techniken herzustellen (siehe z. B. ICurucz et aL J. Immunol. 154 (1995), 4576; Holliger et 
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al, Proc. Natl. Acad Sci. USA 90(1993), 6444). 

Die Hersteliung von Antikorpern mit zwei verschiedenen Spezifitaten, den sogenannten bispezifischen Anti- 
korpern, ist zura einen durch Anwendung rekombinanter DNA-Technologie mogiich, aber auch durch die 
sogenannte Hybrid-Hybridoma-Fusionstechnik (siehe z. B. Milstein et al„ Nature 305 (1983), 537). Hierbei 
5 werden Hybridomazellinien, die Antikorper mit jeweils einer der gewiinschten Spezifitaten produzieren, fusio- 
niert und rekombinante Zellinien identifiziert und isoliert, die Antikorper mit betden Spezifitaten produzieren. 

Die Hersteliung von Antikorper mit drei Spezifitaten, sogenannte trispezifische Antikorpern, kann beispiels- 
weise derart erfoigen, da8 an eine der schweren Ig-Ketten eines bispezifischen Antikorpers eine dritten Antigen- 
bindungsstelle mit einer weiteren Spezifitat, z. B. in Form eines "single chain variable fragments" (scFv) angekop- 
io pelt wircL Das scFv kann beispielsweise iiber einen 

- S - S (G 4 S) n D - 1- Linker 

an eine der schweren Ketten gebunden sein (S = Serin, G = Giycin, D = Aspartat, I = Isoleucin). Fig. 5 zeigt 
15 schematisch den Aufbau eines derartigen trispezifischen Antikorpers, der das Antigen CD3 mittels des angekop- 
pelten scFv-Fragmentes erkennt 

Analog dazu konnen trispezifische F(ab) 2 -Konstrukte hergestellt werden, indem die CH2— CH3-Regionen der 
schweren Kette einer Spezifitat eines bispezifischen Antikorpers ersetzt werden durch ein scFv mit einer dritten 
Spezifitat, wahrend die CH2— CH3-Regionen der schweren Kette der anderen Spezifitat beispielsweise durch 
20 Einbau eines Stopcodons (am Ende der "Hinge"-Region) in das codierende Gen, z. B. mittels homologer Rekom- 
bination entfernt werden (siehe Fig. 6). 

Mogiich ist auch die Hersteliung trispezifischer scFv-fConstrukte. Hierbei werden drei VH-VL- Region en, die 
drei verschiedene Spezifitaten reprasentieren, hintereinander in Reihe angeordnet (siehe Fig. 7). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind die erfindungsgemaBen Antikorper mit Substanzen 
25 gekoppelt, die die Effektorfunktion der Antikorper, die zur Eliminierung der Zielzelle fuhren, verbessern. 

Die zellzerstorende Wirkung von Antikorpern beruht normalerweise auf den Effektorfunktionen der Fc-Re- 
gion der Antikorper. So konnen z. B. Fc-Rezeptor-tragende Zellen an eine mit Antikorper besetzte Zelle binden 
und diese zerstorert Diese auch als ADCC ("antibody dependent cell mediated cytotoxicity") bezeichnete 
Reaktion reicht jedoch haufig nicht aus, um effektiv alie Zielzeilen zu zerstoren. 
30 Bei den Substanzen, die an die in den erfindungsgemaBen Arzneimitteln enthaltenen Antikorper gekoppelt 
werden konnen, handelt es sich vorzugsweise um Enzyme, toxische Substanzen, Biotin, Radionuclide oder 
Superantigene. 

In Zusammenhang mit der Kopplung eines Antikorpers mit einem Enzym ist beispielsweise die von Rodrigues 
et al. (Cancer Res. 55 (1985), 63) beschriebene sogenannte "antibody dependent enzyme mediated prodrug 
35 therapy" (ADEPT) zu nennen. Bei diesem Verfahren wird die Vorstufe einer toxischen Substanz unmittelbar am 
vorgesehenen Wirkort, beispielsweise an derTumonzelle, durch ein Enzym, das an den Antikorper gekoppelt ist, 
aktiviert. Dieses Prinzip ist umso effizienter und freier von Nebenwirkungen, je spezifischer der verwendete 
Antikorper die Zielzelle erkennt Ein bevorzugt in dieser Methode verwendetes Enzym ist beispielsweise die 
P-Lactamase. 

40 Beispieie fiir toxische Substanzen, die direkt an die erfindungsgemaBen Antikorper gekoppelt werden konnen, 
sind Ricin, Saporin oder Pertussis-Toxin. 

Durch die KLopplung der erfindungsgemaBen Antikorper mit Biotin ist es ferner mogiich, an Avidin konjugier- 
te Substanzen an Zielzeilen anzureichern. 

Vorteilhaft ist dies beispielsweise bei der Appiikation von Radionuclid-Avidin-KLonjugaten. In diesem Fall 
45 werden die Konjugate erst verabreicht, wenn der mit Biotin gekoppelte Antikorper bereits an die Zielzelle 
gebunden hat Die ^Conjugate werden aufgrund der hohen Affinitat zwischen Biotin und Avidin sehr spezifisch 
an den Zielzeilen angereichert Ungebundene Radionuclid-Avidin-Konjugate werden dagegen aufgrund ihrer 
geringen GroBe schnell aus dem Organismus entfernt. 

Der Vorteii der Verwendung derartiger Antikorper ist eine relative geringe unspezifische radioaktive Bela- 
50 stung des Patienten bei ihrer Anwendung. 

Ferner konnen die erfindungsgemaBen Antikorper mit einem Superantigen gekoppelt sein. Superantigene 
sind extrem potente Aktivatoren von T-Zellen. Ein Beispiel ist das SEA ("staphylococcal enterotoxin A"). 
T-Zellen werden durch Superantigene zur Proliferation sowie zur Freisetzung von Cytokinen und der Cytolyse 
benachbarter Zellen angeregt Ausgelost wird diese unkontrollierte, systemische T-Zellaktivitat durch Bindung 
55 der Superantigene an konservierte Bereiche von MHCII-Molekiilen bzw. die Vp-Kette des T-Zellrezeptors. 
Dohlsten et al. (Proa Natl. Acad Sci. USA 91 (1994), 8945) beschreibt, daB die unspezifische Bindung an MHCII 
durch eine spezifischere Antigenbindungsstelle eines Antikorpers ersetzt werden kann- Dadurch gelingt es, die 
T-Zellaktivierung wesentlich kontrollierter ablaufen zu lassen. Durch geeignete Kombination der Antigeneigen- 
spezifitaten eines Antikorpers kann auch hier die Cytolyse- Wirkung der aktivierten T-Zellen auf eine bestimmte 
60 Zielzelle begrenzt werden. 

Bei der Hersteliung von Antikorpern, die mit einem Superantigen gekoppelt sind, wird beispielsweise eine der 
schweren Immunglobulinketten eines Antikorpers oder Antikorperfragmentes um eine T-Zell-aktivierende 
Superantigensequenz verlangert. Dabei kann diese Sequenz z. B. iiber einen 

65 — S — S(G4S)nD— I-Linker 

mit einer der schweren Ig-Ketten verbunden sein. Das Anfugen der Linker- und Superantigensequenzen an die 
schwere Ig-ICette kann beispielsweise mittels homologer Rekombination auf DNA-Ebene in einer Hybridoma- 



4 



DE 195 31 348 



zellinie stattfinden (Land und Mocikat, Mol. Gen. Genet. 242 (1994), 528). Eine derartige Konstruktion eines 
bispezifischen Antikorpers mit einer Superantigensequenz ist beispielhaft in Fig. 2 gezeigt 

Ferner ist es moglich, F(ab)2-Fragmente mit eiriem Superantigen zu koppeln. Dies ist in Fig. 3 beispielhaft fur 
ein bispezifisches F(ab) 2 - Fragment gezeigt In diesem Fall werden die CH2, CH3-Regionen einer schweren 
Immunglobulinkette durch eine Superantigensequenz ersetzt, wahrend die CH2, CH3-Regionen der anderen s 
schweren Immunglobuiinkette durch den Einbau eines Stopcodons mittels homoioger Rekombination entfernt 
wurden. 

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, sogenannte "single chain variable fragments'* (scFv) mit einem Super- 
antigen zu koppeln. Dies ist beispielhaft fur ein derartiges bispezifisches Fragment in Fig. 4 gezeigt Hierbei 
werden beispielsweise lediglich die V-Regionen mit verschiedener Spezifitat aneinandergekoppelt bei vollstan- io 
diger Entfernung der konstanten Antikorperregionen und anschiieBend wird an eine der V-Regionen wie oben 
beschrieben eine Superantigensequenz gekoppelt 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel, die Antikorper mit zwei oder mehr 
Spezifitaten, vorzugsweise bispezifische Antikorper, enthalten, wobei der Antikorper mindestens zwei unter- 
schiedliche auf einer Zielzelle lokalisierte Antigene erkennt Bei der Zielzeile kann es sich generell urn jede is 
beliebige Zelle handeln, vorzugsweise urn eine Zelle, die eliminiert werden soil, beispielsweise eine Tumorzelle. 
Bei den auf der Zielzelle lokalisierten Antigenen handelt es sich vorzugsweise urn Antigene, die in dieser 
{Combination ausschlieBIich oder fast ausschliefilich von der Zielzelle exprimiert werden. Die in den Anzneimit- 
teln enthaltenen Antikorper konnen wie oben beschrieben modifiziert sein. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung Arzneimittel, die oben beschriebene erfindungs- 20 
gemaBen Antikorper enthalten. Derartige Arzneimittel konnen neben den Antikorpern gangige, dem Fachmann 
gelaufige pharmazeutisch vertragliche Tragerstoffe enthalten- 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Antikorpern mit zwei oder mehr Spezifitaten, 
vorzugsweise bispezifischen Antikorpern, die mindestens zwei unterschiedliche auf einer Zielzelle lokalisierte 
Antigene erkennen, zur Herstellung eines Arzneimittels zur in vivo Immuntherapie. 25 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei den Antikorpern urn die oben beschriebenen 
erfindungsgemaBen Antikorper. 

Bei der Immuntherapie handelt es sich vorzugsweise um eine Therapie zur Behandlung von Tumoren, 
insbesondere von B-Zell-Lymphomen, kolorektalen Karzinomen, Melanomen, Ovarial-Karzinomen, Glioblasto- 
men (maligneGliome)oder Mamma-Karzinomen. 30 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung diagnostische Zusammensetzungen, die Antikorper rait zwei oder 
mehr Spezifitaten enthalten, die mindestens zwei unterschiedliche auf einer Zielzelle lokalisierte Antigene 
erkennen, oder die oben beschriebenen erfindungsgemaBen Antikorper. 

Fig. 1 zeigt die prinzipiell Wirkungsweise bispezifischer Antikorper 

Fig. 2 zeigt schematisch einen mit einer Superantigensequenz gekoppeiten bispezifischen Antikorper 35 
Sag = Superantigensequenz 
bsAK = bispezifischer Antikorper 

Fig. 3 zeigt schematisch ein bispezifisches F(ab)2-Superantigenkonstrukt 
Sag = Superantigensequenz 

bsF(ab)2 = bispezifisches F(ab)2-Fragment 40 

Fig. 4 zeigt schematisch ein bispezifisches "single chain variable fragment"-Superantigen-Konstrukt 
Sag — Superantigensequenz 

bs-scFv = bispezifisches "single chain variable fragment" 

Fig. 5 zeigt schematisch einen trispezifischen Antikorper, bei dem ein "single chain variable fragment", das 
CD3 erkennt, uber einen Linker an eine der schweren Ketten eines bispezifischen Antikorpers gekoppelt wurde. 45 
triAK = trispezifischer Antikorper 

Fig. 6 zeigt schematisch ein trispezifisches F(ab)2-fConstrukt, bei dem eine schwere Kette eines bispezifischen 
Antikorpers durch ein scFv- Fragment ersetzt wurde, das CD3 erkennt, und bei dem die andere schwere Kette 
entfernt wurde. 

Fig. 7 zeigt schematisch ein trispezifisches scFv-Konstrukt 50 
Fig. 8 zeigt die Ergebnisse von den zwei in Beispiel 9 beschriebenen Versuchen, bei denen SCID-Mausen 

Thymomzellen injiziert wurden und die Mause anschiieBend mit bispezifischen Antikorpern zur Depletion der 

Thymomzellen behandelt wurden. 

Dargestellt ist die Oberlebensrate in % der behandelten Here im Verlauf der Zeit 

Die Beispiele erlautern die Erfindung: 55 

Beispiel 1 

Antikorper zur spezifischen Erkennung und Eliminierung von B-Zell-Lymphomen 

60 

Um selektiv B-Zell-Lymphomzellen zu eliminieren, bieten sich folgende Antigenkombinationen an, die mit 
bispezifischen {bs Ak) Antikorpern spezifisch erkannt werden konnen: 

a) anti-CALLA (CD10)/anti-CD19 (oder CD20, CD21,CD22, CD23, CD24) 

CALLA ist ein lymphomassoziierter Proliferationsraarker; CD19-CD24 sind B-Zellmarker. Tumorzellen, 65 
die diese Antigenkombination tragen, werden von einem bsAk mit den oben genannten Spezifitaten 
depletiert; native B-Zeilen, die lediglich B-Zellmarker (CD19-24) tragen und kein CALLA Antigen expri- 
mieren, werden dagegen nicht depletiert. 
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b) anti-CD44v6 (oder anti-CD44v3)/CD19 (oder CD20, CD21, CD22, CD23, CD24) 

Die CD44 Variante v6 wird verstarkt wahrend der Tumorprogression exprimiert (Mulder et aU Lancet 34 
(1994), 1470);CD19-CD24s.o. 

c) anti-CD44v6 (oder anti-CD44v3)/anti-CALLA 
5 d) anti-B220/anti-CD5 

CDS wird haufig auf B-CLL oder zentrozytischen Lymphomen exprimiert. 
B220 ist ein B-Zellraarker. 

e) anti-CD 19 (oder CD20, CD21, CD22, CD23, CD24)/anti-CD5 

0 anti-MHCII/anti-CD5 (oder anti-CALLA, anti-CD44v6, anti-B220, anti-CD19 bis 22, oder anti-CD24) 
to B-Zell-Lymphome exprimieren haufig MHCII. 

g) anti-Ig-Idiotyp in [Combination mit einer Spezifitat, die ein B-Zell-Lymphom-assoziiertes Antigen oder 
einen B-Zellmarker erkennt 

Beispiel 2 

15 

Antikorper zur spezifischen Erkennung und Eliminierung von kolorektalen Karzinomen 

Um selektiv kolorektale Karzinome zu eiiminieren, bieten sich Antikorper mit folgenden Spezifitaten an: 

20 a) anti-CD44v6 (oder anti-CD44v3)/l 7-1 A 

17-1 A ist ein monoclonaier Antikorper der ein mit Kolorektalen-Karzinom-Zellen und Mamma- Karzinom- 
Zellen assoziiertes Antigen erkennt (Herlyn et al. Proa Natl. Acad ScL 
USA 76 (1979), 1438). 

b) anti-p97/17-lA 

25 p97 ist ein mit IColon-FCarzinomen und Melanomen assoziiertes Antigen (Hellstrom et aL J. Immunol. 127 

(1981X157). 

c) anti-CD44v6 (oder anti-CD44v3)/anti-p97 

d) anti-C215/17-lA 

C215 ist ein Kolon-Adenokanzinom bzw. Mammakarzinom-assoziiertes Antigen. Es handelt sich dabei um 
30 ein Epitop, das ebenfalls auf dem tumorassoziierten Antigen GA-733-2 vorkommt und folgende Aminosau- 

resequenz im Ein-Buchstaben-Code aufweist: 

AKPEGALQNNDGLYDPDXD (Bjork et al„ J. BioL Chem. 268 (1993), 24232). 

e) anti-C215/anti-CD44v6 (oder anti-CD44v3) 
0anti-C215/anti-p97 

35 

Beisptel 3 

Antikorper zur spezifischen Erkennung und Eliminierung von Melanomen 
40 Zur Eliminierung von Melanomzellen bieten sich folgende Kombinationen an: 

a) anti-p97/anti-CD44v6(oder anti-CD44v3) 

b) anti p97/9J2.27 

Der monoclonale Antikorper 9.2.27 bindet auf einem Melanom-assoziierten Glykoprotein (Morgan et aU 
45 Hybridomal(1981),27). 

c) anti-GD3/9.2.27 

Der monoclonale Antikorper anti-GD3 bindet auf einem Melanom-assoziierten Protein (Dippold et aU Eur. 
J. Cancer Clin. One. 21 (1988), 65). 

50 Beispiel 4 

Antikorper zur spezifischen Erkennung und Eliminierung von Marama-ICarzinomen 

Mamma- FCarzinome konnen beispielsweise durch Antikorper mit folgenden Spezifitaten erkannt werden: 

55 

a) L6/anti-c-erb-2 

L6 ist ein monoclonaier Antikorper, der ein mit Mamma-Karzinom assoziiertes Antigen erkennt (Liu et al, 
Proc Natl. Acad Sci USA 84 (1987), 3439). c-erb-2 ist ein mit Mamma- und Ovarial- Karzinomen assoziiertes 
Antigen, 
eo b) L6/anti-C215 

c) anti-C2l5/anti-c-erb-2 

Beispiel 5 

65 Antikorper zur spezifischen Erkennung und Eliminierung von Ovarial-lCarzinomen 

Zur Erkennung von Ovarial-Karzinomen bietet sich die Combination an: 
anti-Mucin (CA125)/anti-c-erb-Z 
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Der monoclonaie Antikorper CA125 erkennt ein auf Ovarial FCarzinomen stark exprimiertes Antigen (Larson et 
al, InL J. Cancer 42 (1988), 877). 

Beispiel 6 

5 

Antikorper zur spezifischen Erkennung und Eliminierung eines malignen Glioms (Glioblastom) 

Die Erkennung von Glioblastomen kann beispielsweise durch folgende Kombinationen erfolgen: 
N El 50/9.227 

Die monocionalen Antikorper NE150 (Nitta et al. Lancet 335 (1990), 368) und 92.27 (Schrappe et aL, Cancer Res. 10 
51 (1991), 4986) binden beide auf unterschiedlichen Gliom-assoziierten Antigenen. 

BeispieI7 

Antikorper zur spezifischen Erkennung und Eliminierung von Neurobiastom-Zellen is 

Zur Erkennung von Neuroblastomzellen bieten sich Antikorper an, die das Antigen Ganiiosid Gd-2 in 
Kombination mit einem weiteren Neuroblastom-spezifischen Antigen oder einem Zell- oder gewebespezifi- 
schen Antigen erkennen. 

20 

Beispiel8 

Antikorper zur Erkennung und Eliminierung von weiteren Leukamien 

Fur die Erkennung und Eliminierung von T-Zell- und myeloischen sowie nicht eindeutig kiassifizierbaren 25 
Leukamien bieten sich Antikorper an, die Kombinationen der folgenden Antigene erkennen: 
CDI,CD2,CD4,CD6,CD7,CD8,CD11,CD13, CD14,CD23,CD24,CD33, CD40 undCD41. 

Beispiel 9 

30 

Selektive Depletion von Tumorzeilen in vivo 

Urn die Anwendbarkeit des Prinzips der "selektiven Depletion" mittels bi- und, davon abgeleitet, tri-spezifi- 
scher Antikorper zur Zerstorung von Tumorzeilen in vivo zu prufen, wurden 2 x 10 4 syngene ST-l-Thymomzel- 
ten mit dem Phanotyp CD4 + , CD8 + , Thy- 1.2 4- in SCID-Mause injiziert Da bei der SCID-Maus die normale 35 
T-Zell-Reifung gestort ist, werden in derartigen Tieren so gut wie keine CD44- und CD8 4- Zellen gebildet. Es 
werden aber Thy- 1.2 4-, CD4-, CD8- Zellen gebildet, die etwa 20% der Zellen im peripheren Blut ausmachen. Zur 
selektiven Depletion der Tumorzeilen wurde ein bispezifischer Antikorper (bsAk) mit den Spezif itaten anti-Thy- 
1.2 x anti-CD8 verwendet 

Vier Tage nach Tumorzell-Injektion wurden den Tieren (6 + 6, Versuche 14-2) 10 u-g des o.g. bispezifischen 40 
Antikorpers injiziert bzw. die aquimolare Menge an parentalen anti-CD8 und anti-Thy-t.2 Antikorpern (eben- 
falls 12 Tiere, Versuche 14-2) oder kein Antikorper (12 Tiere, Versuche 1 +2). Wahrend samtliche Tiere, die 
keinen bsAk erhalten hatten, starben, uberlebten 5 der 12 mit bsAk behandelten Tiere bei allgemeiner Lebens- 
zeitverlangerung (statistisch signifikant im log rank Test, p(0,02) (siehe Fig. 8). Daniberhinaus wurde im periphe- 
ren Blut der mit bsAk behandelten Mause kein Ruckgang der Thy- 1^4-, CD4-, CD8-Zeilen festgestellt, wahrend 45 
die Kombination der parentalen Antikorper (anti-Thy-U. anti-CD8) zu einem Ruckgang von 20% auf 11% 
dieser Zellen fiihrte. Letztere Beobachtung zeigt, daQ bei einer bestimmten Serumkonzentration des bsAk im 
Blut eines behandelten Patienten bevorzugt Zellen, die beide Antigene exprimieren, von derartigen bsAk 
attackiert werden, wahrend Zellen, die nur eines der beiden Zielantigene exprimieren, verschont bleiben. 

50 

Beispiel 10 

Selektive Depletion von (CD8 4-/Thvl.2 -1- )-T-Zellen durch bispezifische Antikorper in vivo 

In einem weiteren Versuch wurde normalen immunkompetenten BALB/c-Mausen ebenfalls der in Beispiel 9 55 
beschriebenen bsAk sowie die dazugehorigen parentalen Antikorper in den angegebenen aquimolaren Mengen 
injiziert. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 1 dargestellt Zur Erlautemng der Tabelle: RmCD8-6 «- 
Antikorper mit Spezifitat anti-CD8; MmTl = Antikorper mit Spezifitat anti-Thy-12; bsAk = bispezifischer 
Antikorper; BiB = bispezifischer Antikorper mrt den Spezifitaten RmCD8-6 x MmTl. 60 

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, depletieren 5 ng des bsAk BiB spezifisch die (CD84-, Thy-1^4-)-ZeIlen fast 
vollstandig von 14^% auf 0,8%, wahrend die (CD44-, Thy-1.24-)-ZeIlen bei der verabreichten Antikorperdosis 
verschont bleiben. 

Die aquimolare Menge an parentalen Antikorpern 2^4-2,5 4g depletiert ledigiich CD8 4- Lymphozyten, auf 
denen beide parentalen Akbinden konnen, marginal von 14,5% auf 12,6%. Erklart werden kann diese Beobach- 65 
tung durch eineh geringeren Antikorper-Besatz auf den CD84- Lymphozyten durch die parentalen Antikorper 
im Vergleich zu dem bsAk, da die parentalen anti-Thy-1.2 Antikorper auch auf z. B. CD44- Lymphozyten binden, 
sich dadurch auch auf anderen Geweben verteilen und somit bei dieser geringen Anktikorpergabe die CD8 + 
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Lymphozyten nicht mehr zu 100% absattigen konnen. D.h. bei dieser geringen Antikorperkonzentration kann 
der zur Lyse der Zielzellen mittels ADCC notwendige Schwellenwert fur den Antikorperbesatz (fast) nur noch 
von den bsAk aufgrund deren hoherer Selektivitat fur die Zielzellen erreicht werden, 

Tabelle 1 

Depletion von CD4 + und CD8 + T-Zellen mitteis parentaler und bispezifischer Antikorper nach 4 Tagen 

Lymphknoten (Balb/c) 



inj . Antikorper [^g] Thy-1. 2+/CD4+% Thy-1. 2+/CD8+% 



RmCD8-6 




5 


52, 6 


11, 8 


RmCD3-6 + 


MmTl 


2,5+2,5 


49, 3 


12,6 


RmCD8-6 + 


MmTl 


5+5 


47,8 


10 


BiB 




5 


59,9 


0,8 


Kontrolle 






40, 4 


14,5 



Patentanspriiche 

1. Antikorper mit mindestens zwei Spezifitaten, dadurch gekennzeichnet, daB von mindestens zwei Anti- 
genbindungsstellen mit unterschiedlicher Spezifitat zwei unterschiedliche auf einer Tumorzelle lokalisierte 
Antigene erkannt werden. 

2. Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB von den Antigenbindungsstellen, die zwei 
unterschiedliche auf der Tumorzelle lokalisierte Antigene erkennen, zwei verschiedene tumorassoziierte 
Antigene erkannt werden. 

3. Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB von den Antigenbindungsstellen, die zwei 
unterschiedliche auf der Tumorzelle lokalisierte Antigene erkennen, mindestens eine Antigenbindungsstelle 
ein tumorassoziiertes Antigen erkennt und mindestens eine weitere Antigenbindungsstelle ein Antigen 
erkennt, das auch von nicht-tnalignen Zellen exprimiert wird. 

4. Antikorper nach Anspruch 3, wobei das Antigen, das auch von nicht-malignen Zellen exprimiert wird, ein 
Antigen ist, das spezifisch fiir den Zell- oder Gewebetyp des Tumors ist 

5. Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB von den Antigenbindungsstellen, die zwei 
unterschiedliche auf einer Tumorzelle lokalisierte Antigene erkennen, zwei nicht-tumorspezifische Antige- 
ne erkannt werden, die in ^Combination ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich auf der Tumorzelle vorkom- 
men. 

6. Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die auf der Tumorzelle lokalisierten Antigene die 
Antigene CD1,CD2, CD4, CD6, CD7, CD8 f CD1 1, CD13, CD14. CD23. CD24, einen Ig-ldiotyp, CD33, CD40, 
CD4t, c-erb-2, CALLA (CD10), MHCII, CD44v3, CD44v6, p97, Gangliosid-GD-2, GD3 t C215, das von dem 
monoclonalen Antikorper 17-lA-erkannte Antigen, das von dem monoclonalen Antikorper 9221 erkannte 
Antigen, das von dem monoclonalen Antikorper NE150 erkannte Antigen, das von dem monoclonalen 
Antikorper L6 erkannte Antigen, das von dem monoclonalen Antikorper CA1 25 erkannte Antigen (Mucin), 
CD 19, CD20, CD21, CD22, B220 oder CDS sind 

7. Antikorper nach einem der Anspruche t bis 6, wobei der Antikorper eine weitere Spezifitat besitzt, die ein 
auf einer Effektorzelle lokalisiertes Antigen erkennt 

8. Antikorper nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das auf der Effektorzelle lokalisierte Antigen 
nicht auf der Tumorzelle vorhanden ist. 

9. Antikorper nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem auf der Effektorzelle 
lokalisierten Antigen urn das Antigen CD3, CD 16, CD28, CD32 oder CD64 handelt. 

10. Antikorper nach einem der Anspruche I bis 9, wobei es sich urn einen monoclonalen Antikorper, einen 
durch rekorabinante DNA-Technolpgie hergestellten Antikorper, eine halbsynthedschen oder syntheti- 
schen Antikorper, um einen chemisch modifizierten Antikorper oder um ein Fragment eines solchen 
Antikorpers handelL 

11. Antikorper nach einem der Anspruche I bis 10, wobei der Antikorper gekoppelt ist mit einem Enzym, 
einer toxischen Substanz, einem Radionuclid, Biotin oder einem Superantigea 

12. Arzneimittel enthaltend mindestens einen Antikorper mit zwei oder mehr Spezifitaten, der zwei unter- 
schiedliche auf einer Zielzelle lokalisierte Antigene erkennt, und gegebenenfails einen pharmazeutisch 
vertraglichen Tragerstof f. 

13. Arzneimittel nach Anspruch 12, wobei der Antikorper ein Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 
ist. 
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14. Verwendung eines Antikorpers mit zwei oder mehr Spezifitaten, der zwei unterschiedliche auf einer 
Zielzelle lokalisierte Antigene erkennt, zur Herstellung eines Arzneimitteis zur in vivo Immuntherapie. 

1 5. Verwendung nach Anspruch 14, wobei der Antikorper ein Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1 
ist 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, wobei die Immuntherapie eine Therapie zur Behandlung eines 
Tumors ist 

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei der Tumor ein B-Zell-Lymphom, ein kolorektaies FCarzinom, ein 
Melanom, ein Ovarialkarzinom, ein Glioblastom (malignes Gliom) oder ein Mamma- Karzinom ist 

18. Diagnostische Zusammensetzung enthaltend mindestens einen Antikorper mit zwei oder mehr Speztfi- 
taten, der zwei unterschiedliche auf einer Zielzelle lokalisierte Antigene erkennt 

19. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 18, wobei der Antikorper ein Antikorper nach einem 
der Anspriiche 1 bis 11 ist 
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